A Deletion in the Ornithine Aminotransferase Gene in Gyrate Atrophy by アカキ, ヤスシ & 赤木, 泰
Osaka University









氏 名 赤あか 木 や泰すし
博士の専攻分野の名称 博 士 (医 学)
学位記番号 第 1 1 048 τEコ玉
学位授与年月日 平成 6 年 2 月 1 日
学位授与の要件 学位規則第 4 条第 2 項該当



















胞より抽出した DNA を EcoR 1 で切断しファージベクターに組み込んで患者ゲノム DNA のライブラリーを作
成したo 32p で標識したオルニチンアミノトランスフエラーゼ遺伝子の cDNA でスクリーニングを行い，オルニ
チンアミノトランスフエラーゼ遺伝子と X 染色体上にある偽遺伝子の EcoR 1 切断断片を持つファージクローン
を数個選択した。選択されたファージクローンの DNA を EcoR 1 で切断し，アガロースゲルで電気泳動すること
によって5.0kb の短縮したオルニチンアミノトランスフエラーゼ遺伝子断片を持つファージクローンを単離した。
2. 遺伝子欠失範囲の決定
単離したファージクローンの DNA を EcoR 1 で切断してサザンプロッティングを行い，オルニチンアミノトラ
ンスフエラーゼ遺伝子のエクソン 4'"'-'7 の範囲より合成した数個のオリゴヌクレオチドを32p で標識してそれぞれ
をファージクローンの DNA と相補鎖形成させた。単離したファージクローンの DNA とエクソン 6 より合成した
オリゴヌクレオチドとは相補鎖形成が行われず，エクソン 6 の欠失があることが予想された。ファージクローンよ
り， EcoR 1 切断により， 5.0kb の短縮したオルニチンアミノトランスフエラーゼ遺伝子断片を取り出してベクター
に組み込み，また，正常なオルニチンアミノトランスフエラーゼ遺伝子を含むファージクローンの DNA を Pst I 
で切断してエクソン 6 とその両側のイントロン 5 とイントロン 6 の一部を含む1. 7kb の遺伝子断片を取り出し，ベ
クターに組み込んだ。短縮したオルニチンアミノトランスフエラーゼ遺伝子断片と正常なオルニチンアミノトラン
スフエラーゼ遺伝子断片の相当する部分の塩基配列決定を行って比較しエクソン 6 を含む欠失範囲を決定した。
欠失範囲はエクソン 6 の 5' ml 1 72bp のイントロン 5 から始まり，エクソン 6 の 3' 側772bp のイントロン 6 にか
けての1072bp であった。正常なオルニチンアミノトランスフエラーゼ遺伝子の欠失部の断端には 5' 側， 3' 側と
もに塩基配列 AGGAGC がみられ，短縮したオルニチンアミノトランスフエラーゼ遺伝子では 2 個の AGGAGC
問の遺伝子の欠失があり， 1 個の AGGAGC のみ保たれていた。
3. 短縮したオルニチンアミノトランスフエラーゼ遺伝子由来の mRNA の欠失範囲の決定
患者の線維芽細胞から RNA を抽出しオルニチンアミノトランスフエラーゼ遺伝子のエクソン 3 とエクソン 11
の塩基配列から合成したプライマーを用いて逆転写 PCR (RT-PCR) を行った。 RT-PCR によって増幅された
DNA 断片を鋳型としてエクソン 5 とエクソン 7 の塩基配列から合成したプライマーを用いて再度 PCR を行った。
増幅された 2 種類の DNA 断片をゲルから抽出して，増幅した部分の内側に位置するプライマーを用いて塩基配列
を決定した。短縮したオルニチンアミノトランスフエラーゼ遺伝子由来と考えられる短い方の DNA 断片はエクソ
ン 5 からエクソン 7 へ直接に連続しエクソン 6 を欠失しており，長い方の DNA 断片はエクソン 5 からエクソン
6 へかけて正常なオルニチンアミノトランスフエラーゼ遺伝子の配列を持つことを確認した。
【総括】
患者のオルニチンアミノトランスフエラーゼ遺伝子にはエクソン 6 を含んでイントロン 5 からイントロン 6 にかけ
て1072bp の欠失がみられた。この遺伝子座由来の mRNA はエクソン 6 がすべて欠失しエクソン 5 から直接エク







患者の DNA ， mRNA の分析を行った。その結果，オルニチンアミノトランスフエラーゼ遺伝子のイントロン 5 か




のmRNA が検出されない興味ある症例の mRNA 分析を行い，その原因を推定できた価値のあるものであり，学位
に値すると考える。
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